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Von
A. v. Szent-Gydrgyi.
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitéit zu Groningen.)

(Eingegangen am 15. Juli 1925.)

In den vorhergehenden Mitteilungen!) wurde die Theorie ent-
wickelt, daB im héheren tierischen Organismus der aktivierte Wasser-
stoff durch den akiivierten Sauerstoff verbrannt wird, daB aber hierbei
der Sauerstoff nicht in diffuser Weise zu einem gewissen erhéhten
Oxydationspotential erhoben wird, durch das nun der aktive Wasser-
stoff unmittelbar wegoxydiert wird, sondern daf die Sauerstoffalti-
vierung die Funktion eines Ferments sei, deren Wirksamkeit in relativ
scharfer Weise gegen bestimmte Substanzen gerichtet ist, die durch
das Ferment nur ganz oberflachlich unter Verlust von Wasserstoff-
atomen oxydiert und die dann durch den aktiven Wasserstoff
wieder zur Ausgangssubstanz reduziert werden. Es wurde gezeigt, dafl
eine dieser Substanzen, die im Wesen also- Wasserstofftransporteure
darstellen, ein aromatischer Kérper sein muf3?2),

Die definitive Stiitze dieser Theorie scheint mir in der Isolierung
und Identifizierung dieser intermediiren Wasserstofftransporteure zu
liegen, die dann auch die Méoglichkeit erdffnet, die chemischen Ver-

1) Mitteilung I diese Zeitschr. 150, 195, 1924 ; Mitteilung II ebendaselbst
157, 50, 1925; Mitteilung IIT ebendaselbst 157, 67, 1925.

2) Auf Grund mancher Erfahrungen scheint es auch nicht unwahr-
scheinlich, daB das Succinoxydon von Battells und Stern, d, h. das Ferment,
das Bernsteinsiure zu Fumarsiure oxydiert, ebenfalls die Oxydase
eines derartigen Oxydationssystems darstellt, in der ein bernsteinsdure-
dhnlicher Korper als Wasserstofftransporteur fungiert, der unter Abgabe
und Aufnahme von zwei Wasserstoffatomen abwechselnd in seine unge-
sittigte (Fumarsiéure) bzw. gesiittigte Form iibergeht.
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anderungen festzustellen, die das Molekiil des Transporteurs unter
Einwirkung der Oxydations- bzw. Reduktionsfermente erleidet. Meine
mit Eifer durch langere Zeit vorgenommenen diesbeziiglichen Versuche
scheiterten aber an der groBen technischen Schwierigkeit, die das
tierische Material in diesem Gebiet dem Forscher bietet. Die hier
bestehenden starken Reduktionswirkungen sind namentlich in hohem
MaBe geeignet, die Wirkung der relativ so empfindlichen Oxydasen zu
verdecken, die micht in befriedigender Weise frei von Wasserstoff-
aktivierungsfermenten, Brennstoffen und sonstigen stérenden Bei-
mengungen pripariert werden konnte.

Ergab aber die Arbeit an diesem Material auch nicht die erwiinschten
Resultate, so fithrte sie doch zu manchen fiir die weitere Arbeit wert- -
vollen Einzelbeobachtungen. Einen sehr tiefen Eindruck hierbei machte
dann auch die weitgehende Analogie zwischen den Oxydationsprozessen
der Pflanze und Tiere, die uns an so vielen Punkten in so markanter
Weise entgegentrat, und dann auch den Gedanken einfloBte, vor dem
weiteren Angriff des so verwickelten tierischen Materials zunéchst
einige Erfahrungen am pflanzlichen Material zu sammeln, das bei der
Analyse dem tierischen Material gegeniiber sehr weitgehende technische
Vorteile bietet. Im folgenden seien einige dieser Erfahrungen wieder-
gegeben.

1. Die Guajakreaktion.

Wird eine frische Schnittfliche einer Kartoffel mit Guajaktinktur
benetzt, so sieht man als Zeichen der Oxydation des Harzes die be-
kannte prachtvolle griine Farbe auftreten. Diese Reaktion bildet seit
mehr als 100 Jahren den Gegenstand zahlreicher Untersuchungen, die
zum Ziele haben, eine tiefere Einsicht in den Oxydationsmechanismus
der Pflanzen zu gewinnenl),

Durch die Arbeiten von J. Wolff?), Wolff und N. Rouchelmann?),
M. W.Onslow*) und M. H. Robinson®) ist in den letzten Jahren in die
Auffassung dieser Reaktion ein wesentlicher Umschwung gekommen.
Durch die Arbeiten ist es namentlich deutlich geworden, dafl bei dem
Zustandekommen dieser Reaktion neben den Oxydationsfermenten Brenz-
catechinderivate eine wesentliche Rolle spielen. Die Arbeiten von Wolff
und seiner Mitarbeiterin beziehen sich eigentlich nicht auf die Guajak-
reaktion, sondern beschiftigen sich mit der analogen Jod-Starkereaktion.

1) Uber die Geschichte dieser Reaktion lese man die so lesenswerte
schone Monographie von J. H. Kastle: The Oxidases. Treas. Dep. Pub.
Health and Mar.-Hosp. Service U. 8. Hygien. Lab. Bull. 59.

2y J. Wolff, Ann. Inst. Past. 31, 92, 1917.

3) J. Wolff und N. Rouchelmann, ebendaselbst 31, 96, 1917.

4) M. W. Onslow, Biochem, Journ, 18, 1, 1919; 14, 535, 1920; 14, 541,
1920; 15, 107, 1921; 15, 113, 1921.

5y M. E. Robinson, ebendaselbst 18, 543, 1924,
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Sie erbringen den Beweis, dafi die pflanzlichen Gewebe den Jodwasserstoff
nurin Gegenwart von Brenzcatechinderivaten zu Jod zu oxydieren vermdgen,
und zeigen zugleich, daB bei dieser Reaktion die natiirlichen Brenzcatechin-
derivate durch kiinstlich zugesetztes Brenzcatechin ersetzt werden kénnen.
Die ausgedehnten schénen Arbeiten Onslows erbringen denselben Beweis
dann auch fiir die Guajakreaktion.

Die experimentelle Grundlage obiger Arbeiten gibt aber keine weitere
Aufklarung {iber den Mechanismus der Reaktion, die dann auch von Wolff
und Onslow in verschiedener Weise gedeutet wird. Wolff nimmt an, dafl
durch das Oxydationsferment das Brenuzcatechin zum Chinon oxydiert
wird, das dann unmittelbar den Jodwasserstoff oxydiert. Onslow hingegen
sieht durch ihre Versuche den folgenden Reaktionsimechanismus bewiesen:
bei der Reaktion sind zwei verschiedene Fermente im Spiele. Das erste
bewirkt die Oxydation des Brenzcatechins zu einem Peroxyd (Oxygenase),
das dann, mit einem zweiten Ferment, einer Peroxydase, in Reaktion tretend,
das Guajak oxydiert. Mit dieser Auffassung wird eigentlich nur der #lteren
Bach-Chodatschen Theorie eine neue Form gegeben. Nach diesen Theorien
ist es also eine Peroxydase, die die eigentliche Oxydation ausiibt und der
der wesentliche Anteil bei den Verbrennungen zukommt. Die Oxygenase
hat eben nur fiir dieses Ferment das Peroxyd vorzubereiten.

Um dieser prinzipiell so bedeutenden Frage niher zu treten, habe
ich zunéchst mit dem Kartoffelmaterial die Wolffschen und Onslowschen
Versuche wiederholt und kann beide vollauf bestitigen. Werden die
Fermente von Brenzcatechinen frei préipariert, so vermégen sie nicht
das Gaujakharz anzugreifen. Wird hingegen Brenzcatechin zugesetzt,
so sieht man bald die blaue Farbe erscheinen, die dann allmihlich
zu einer tiefblauen Farbe anwichst. Zweifelsohne ist der primire
Vorgang in diesem ProzeB die Oxydation des Brenzeatechins durch
das Ferment. Was mir aber durch die Onslowschen Versuche noch
ganz unbewiesen erschien, war, daB dieses Oxyd des Catechins tat-
séchlich ein Peroxyd sei, das unter Mitwirkung von besonderen Fer-
menten, der Peroxydasen ihre Oxydationskraft entfaltet. Um diese
Frage zu entscheiden, wurde folgendermaBen vorgegangen: Das Brenz-
catechin wurde mit dem Ferment 10 Minuten lang ohne Guajak be-
briitet, dann wurde das Ferment prézipitiert, wobei das Oxyd des
Catechins in Lésung blieb. Nun wurde dieses fermentfreie Oxyd mit
Guajak versetzt. Sogleich zeigte sich eine blaue Farbe, die sehr rasch
dunkelte und die im Laufe 1 Minute dieselbe Farbentiefe erreichte als
die Kontrollproben, in denen Guajak mit Ferment und Brenzcatechin
10 Minuten lang bebriitet wurde.

Dieser Versuch besagt in unzweideutiger Weise, daf3 an der Blauung
des Guajaks keine Fermente beteiligt sind. Die gesamte Reaktion
besteht also aus zwei Phasen, aus der Oxydation des Brenzcatechins
durch eine Oxydase und dann der unmittelbaren Oxydation des Guajaks
durch dieses Oxyd des Brenzcatechins. Eine Peroxydase ist also nicht
im Bpiele; das einzige Ferment, das sich an der Reaktion beteiligt, ist
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die Oxydase, die das Brenzeatechin unter Einwirkung des Luftsauer-
stoffs zu seinem Oxyd oxydiert.

Was die Form dieses Oxydes anbelangt, so missen wir auf Grund der
Arbeit von Willstdtter und Miiller!) in erster Linie an ein Chinon denken,
und zwar an die Diketoform des Chinons, da die Peroxydform wegen ihrer
Labilitit kaum in Betracht kommen kann?®). Hs fragte sich nun, ob die
Oxydationskraft dieses Chinons in der Tat geniigend stark sei, um diese
starke oxydative Wirkung zu erkldren, Der Versuch ergab, das die Oxy-
dationskraft des nach Willstdtter und Miller préparierten Chinons Guajak
gegeniiber tatsiichlich mit der Oxydationskraft des durch Kartoffeloxydase
gewonnenen Chinons iibereinstimmt.

Die Guajakreaktion lafit sich also folgendermafen formulieren:
die Phenocloxydase oxydiert das Brenzeatechin zum Diketo-Chinon,
das ohne Mitwirken eines Fermentes das Guajak unmittelbar oxydiert.
Peroxydasen haben keinen Anteil an der Reaktion?).

Yy Willstdtter und Miiller, Ber. d. deutsch. chem, Ges. 41, 2580, 1908.
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3) Tch kann hier die Bemerkung nicht unterdriicken, da@, trotz der
ausgebreiteten Peroxydaseliteratur mir das Bestehen von Peroxydasen
ganz unbewiesen, ja sogar in hohem MaBe zweifelhaft erscheint. Alle
Oxydasen, die verschiedene Substanzen durch den Sauerstoff der Luft
oxydieren, miissen in threm Molekiil Atomgruppierungen haben, die zum
Binden und Ubertragen des molekularen Sauerstoffes geeignet sind. DaB
derartige Atomgruppen, so wie z. B. im Hiémoglobin, auchdenihnen von Per-
oxyden kiinstlich aufgezwungenen aktiveren Sauerstoff ebenfalls tibertragen
kiénnen, kann kein Wunder nehmen und ist kein Beweis fiir eine biologische
Peroxydasefunktion, ebensowenig, wie man vorn Hamoglobin sagen wird,
dafl es eine Peroxydase sei, weil es auch-den Sauerstoff von kiinstlich
zugesetzten Peroxyden zu iibertragen vermag. Eine weitere fliichtige
Analogisierung der Oxydasen mit dem Hiamoglobin ist meiner Ansicht
nach ausreichend, um das weitere Tatsachenmaterial, das das Bestehen der
Peroxyde stiitzt, zu erkliiren. Nimmt man an, daB bei der Oxydase, ebenso
wie beim Hémoglobin durch verschiedene schiidliche Faktoren zuerst die
Fihigkeit verloren geht, molekularen Sauerstoff zu iibertragen, wiihrend
dessen die Fahigkeit, den Sauerstoff der Peroxyde zu iibertragen, noch lange
erhalten bleiben kann, so wird man in einfacher Weise auch ohne Annahme
von Peroxydasen begreifen, dafl es gelingt, nach langer Behandlung mit
Alkohol (Bach und Chedat, Linossier, Aso) oder hiherer Temperaturen
,;oxydasefreio Peroxydasen‘’ zu erhalten. DaB zahlreiche Pflanzen Guajak
oder Jodstirke nur nach Zugabe von Peroxyd, nicht aber ohne dieses
hliuen kénnen (nach der alten Auffassung also nur Peroxydasen und keine
Oxydase enthalten) lafit sich nun auf Grund der Arbeiten von Wolff und
Onslow auch ohne Peroxydase ungezwungen erkliren, Ob das Gewebe
die genannten Reagenzien firbt, ist wohl in erster Reihe nur von der Frage
abhiingig, ob die Pflanze neben der Oxydase auch ein Brenzeatechin enthélt.

































